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ОПТИМІЗАЦІЯ МЕТОДИКИ RAPD-АНАЛІЗУ ДЛЯ 
ДЕТЕКЦІЇ ПОЛІМОРФІЗМУ ПОСЛІДОВНОСТЕЙ ДНК 
у ліній кукурудзи

Проведений RAPD-аналіз для виявлення поліморфних послідовностей ДНК 
генотипів вихідних форм сегрегуючої популяції кукурудзи (ГК 26 ґ Мої 7). 
Пропонується поліпшена методика електрофоретичного аналізу продуктів 
довільно праймованої ПЛР у поліакриламідному гелі (система RAPD- 
ПААГ) з оптимальним співвідношенням: час розбігу — якість виразності 
— вартість методики. Використання запропонованої системи дозволило 
встановити два типи успадкування поліморфних ампліконів генотипом 
гібриду — домінування і кодомінування. Виявлене успадкування алелів за 
кодомінантним типом передбачається використати для розрахунків зчеп
лення поліморфних фрагментів з ознаками продуктивності кукурудзи.
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Вступ

Обсяги маркерної селекції вимагають все більш насичених карт зчеплення. 
Методика RAPD-аналізу (random amplified polymorphic DNA), виявляючи висо
кий рівень поліморфізму між інбредними лініями кукурудзи, забезпечує швидкий 
аналіз генотипів на ранніх етапах картування [1-5]. Вивчення характеру успадку
вання поліморфних ампліконів у сегрегуючій популяції дозволяє простежити їх 
зв’язок з цінними селекційними ознаками [6]. Детекція поліморфізму батьківсь
ких ліній є ключовим етапом у картуванні локусів кількісних ознак кукурудзи з 
метою дослідження можливих асоціацій молекулярних маркерів з цими ознаками 
та з перспективою прогнозування продуктивності генотипів кукурудзи на попу
ляційному рівні [7-8].

Використання великої кількості праймерів відкриває додаткові шляхи для де
тального вивчення полігенних ознак, збільшуючи можливість виявлення полімор
фних локусів, що, з рештою, дає можливість створити маркерну прогнозуючу си
стему. Метод ПЛР з довільними праймерами дозволяє оцінювати декілька ло
кусів одночасно, що потребує високої електрофоретичної виразності. Розподіл 
ампліконів на агарозних гелях, що використовуються за традицією, у більшості 
випадків відбиває лише загальну картину “наявності” або “відсутності” продуктів 
ампліфікації. Об’єктивність аналізу суттєво підвищують електрофореграми по- 
ліакриламідних (далі — ПАА) гелів. Актуальність даної проблеми підтверджується 
недавніми методичними розробками [6-14]. Проте, у даних роботах, незважаючи 
на досягнуту якість виразності, методика вимагає значних витрат часу.

У нашому дослідженні зроблена спроба знайти оптимальне співвідношення: час
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розбігу зразків — якість виразності гелів — вартість методики при використанні 
поліакриламідних гелів для аналізу продуктів ПЛР з довільними праймерами.

Матеріал та методи

Вихідний матеріал: лінія ГК26, лінія Мо17, гібрид Fj—надані відділом селекції 
кукурудзи Селекційно-генетичного інституту. Батьківські інбредні лінії ГК26 і 
Мо17 належать різним гетерозисним групам — lodent та Lancaster відповідно. 
ДНК виділяли з етиольованих паростків кукурудзи із застосуванням цетавлону 
[15]. Умови проведення ампліфікації оптимізовані для приладу MJ Researsh 
(РТС-200). Для полімеразної ланцюгової реакції використовували 10 та 20-членні 
поодинокі олігонуклеотидні послідовності ДНК. Реакційна суміш об’ємом 20 мл 
утримувала 50 мМ КС1, 20 мМ трис-НСІ (pH 8,4 при 25°С), 0,01% Tween-20, 2 мМ 
MgCl2, 0,2 мМ праймера, 200 мМ кожного dNTP, 20 нг геномної ДНК, 1 од. Taq- 
полімерази.

Для ампліфікації RAPD-локусів застосовували “м’який віджиг”. Температур
ний режим: початкова денатурація — 94°С — 1 хв., далі 92°С ^40 с.; віджиг — 
39-42°С (перші 5 циклів), далі 47-52°С (в залежності від довжини праймера) — 
1 хв. — 33 цикли; синтез — 72°С — 1 хв.; остання елонгація — 7 хв.

Візуалізацію продуктів ампліфікації здійснювали за такою схемою. Поперед
ню оцінку провадили у 2% агарозному гелі на ТВЕ буфері (50 мМ трис-Н3ВО3, 
2 мМ ЭДТА, pH 8,0) — 4-5 годин при 50 V, забарвлювали бромистим етидієм 
(1 мг/мл). Фотографували гелі в ультрафіолетовому світлі з червоним світлофіль
тром на плівку “Мікрат-300”. Електрофорез у поліакриламідному гелі провади
ли на обладнанні для вертикальних гелів (Hoefer SE600). Склад геля: 6% акри- 
ламід, ІхТВЕ у відсутності денатуруючих агентів. Товщина гелю — 0,75 мм. Розгін 
провадили у трис-боратному буфері. Умови проведення форезу: 500 V протягом 
25-30 хвилин при 65°С. Забарвлювали азотнокислим сріблом.

Документування отриманих електрофореграм здійснювали відеосистемою 
VDS. Молекулярну вагу поліморфних фрагментів ДНК розраховували за допо
могою комп’ютерної програми “Image Master ID Elite” згідно стандарту pUC 
Mix (Fennentas).

Результати та обговорення

Система RAPD-ПААГ
Проведено порівняння електрофореграм продуктів ампліфікації на агарозних та 

поліакриламідних гелях. На агарозних гелях виявилась не досить чітка поліморфна 
картина ампліфікації (рис. 1). У більшості випадків на агарозних гелях важко дифе
ренціювати неполіморфні продукти і алелі, що в гелі йдуть поряд з невеликим кро
ком — до 10 нуклеотидів. Крім того, у випадку агарози профілі ДНК слабкої інтен
сивності не завжди відновлюються і тому не можуть бути надійними як маркери.

Відносно високий рівень детекції і відновлювальносгі поліморфізму спостерігався 
при проведенні розгону продуктів ампліфікації у поліакриламідних гелях. Рис. 2 де
монструє переваги поліакриламідних гелів перед агарозними. Для одних і тих же зразків 
у акриламідному гелі виявляється значно більша кількість поліморфних смуг, ніж у
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Рис. 1. Агарозні електрофореграми продуктів ПЛР з RAPD-праймерами: І — Р53; 
II — Р67; III — Р75; IV — PD1; М — маркер молекулярної ваги — Ladder 100; Р. — ГК26, 

Р2 —Мо17.

агарозному. Можливо, що фрагменти ДНК близького розміру але різної послідов
ності краще розподіляються у поліакриламідному гелі та добре виявляються високо
чутливим забарвленням нітратом срібла. Розподіл продуктів ПЛР у ПАА гелях надав 
можливість спостерігати два типи успадкування поліморфних послідовностей ДНК:

1. Спостерігаються відмінності у швидкості руху фрагментів, що ампліфіку- 
ються у обох ліній. Гібрид успадковує ці алелі за кодомінантним типом (рис. 2). 
На агарозному гелі подібну ситуацію можна виявити тільки на ампліконах з ве
ликим кроком розбігу (більше 10 нуклеотидів). У цьому випадку можна говорити 
не про кодомінування, а про домінування у двох різних локусах.

2. Спостерігається відсутність смуги у одного із батьків (0 фенотип). На ага- 
розних гелях це детектується тільки на інтенсивних ДНК-профілях. У поліакри
ламідному гелі можна виявити всі отримані продукти ампліфікації.

Зазначені висновки зроблені [6-14] шляхом застосування методу RAPD — 
DGGE-денатуруючого градієнтного гель-електрофорезу. Відносна складність ме
тодики приготування градієнтного гелю — необхідність застосування денатуру
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III IV

Рис. 2. Поліакрилдмідні електрофореграми продуктів ПЛР з RAPD-праймерами: 
I—Р53; II — Р67; III — Р75; IV — PD1; М — маркер молекулярної ваги — pUC Mix; Pj — ГК26, 
P2—Mo і 7. Стрілкою вказані поліморфні продукти, що успадковуються за кодомінантним типом.

ючих агентів (7 М сечовина, 40% формамід), тривалість розбігу (5 годин) — на
кладають обмеження на застосування цього методу у масовому експрес-аналізі.

Запропонована нами методика не потребує додаткового обладнання для ство
рення градієнта і значно скорочує витрати часу. На розбіг продуктів ампліфі
кації витрачається 25-30 хвилин за рахунок низької концентрації акриламіду (6%), 
температурних умов (65°С) та відсутності денатуруючих агентів.

Висока розрізняльна та розподільча здатність поліакриламідних гелів, яка
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полегшує інтерпретацію типів успадкування поліморфних продуктів, дозволяє 
використовувати ці гелі для експрес — аналізу сегрегуючої популяції F2.

Характеристика праймерів, детектуючих поліморфізм послідовностей ДНК 
у ліній кукурудзи ГК26 і Мої7

Таблиця 1

№ Праймер
Нуклеотидна 
послідовність 

5' —3'

ГЦ-склад 
%

Умови 
віджиту 

°С

Тип 
виявленого 

поліморфізму*
1 Р2 GACAGACAGACAGACA 50 53 1;2
2 РЗ GATTTAGGTGACACTATAG 36,8 53 1; 2
3 Р5 AGGTCTTAACTTGACTAACAT 33,3 52 1
4 Р20 TGGCCTGGCTGCCCTGAGCAG 71,4 52 1
5 Р24 TGCTCTGCCC 70 47 1;2
6 Р26 ТАССТТСССС 60 47 1
7 Р27 TACCTTCCCG 60 47 1;2
8 Р29 GACCGCTTGT 60 47 1
9 РЗО GCAGAGGAAGAG 58,3 47 1
ІО Р31 CCAAGAAGCGG 63,6 45 1
11 Р32 TCGTCGATCGCG 66,6 47 1
12 РЗЗ CGTCATGATC 50 47 1
13 Р34 CAGCTGGGGA 70 47 1
14 Р36 CCGAATTCGC 60 47 1
15 Р37 CTGACCAGCC 70 47 1
16 Р38 GATACGTTGTC 45,4 47 1; 2
17 Р40 ACTCACTCGA 50 47 і
18 Р41 ATAGGCGAGT 50 47 і;2
19 Р44 GGACCCCGCC 90 47 1 -І
20 Р46 GGTTGGGGAG 70 47 1;2
21 Р47 GGAGAGGGGG 80 47 1
22 Р48 GCGGTGCTCG 80 47 1
23 Р50 CCTGGAGTTG 60 47 1;2
24 Р53 GTCTAAGTCG 50 47 1;2
25 Р54 GTTAGCAGAC 50 47 і;2
26 Р55 GlirrCCTCG 50 47 1
27 Р56 CGATTTGTCC 50 47 1
28 Р57 TCAGGACGCTAC 58,3 47 1;2
29 Р59 CAAACCCAACGA 50 47 І
зо Р61 GGACTGGGTCCG 75 47 1;2
31 Р63 CTGCCGCACTTGATACGTTGTC 54,5 52 1
32 Р66 GTAAAACGACGGCCAGT 52,9 52 1
34 Р67 ATCCCTCTGGCATCGGCGTAA 57,1 52 1;2
35 Р75 CTGGAATATTCCCG 50 47 1;2
36 Р76 CCCACAAAGAAAGCAATGG 47,4 52 1
37 Р79 GCTCTACAAGGCCAATGG 55,5 52 1
38 Р86 ATCCAGTTCTTGTGCACCTG 50 52 1
39 Р93 CCACCAAGCGTGGAGTC 64,7 52 1; 2
40 PD1 GGCAGCAACATGGCA1TC 55,5 53 1;2

Примітка:*! —домінування; 2 — кодомінування
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Великий обсяг досліджень поліморфізму послідовностей ДНК потребує вико
ристання більш простих, дешевих та доступних методів. Аналіз продуктів амплі
фікації у поліакриламідних гелях коштує принаймні в чотири рази дешевше ана
лізу з використанням агарозних гелів.

Швидкість аналізу, висока якість виразності гелів та відносна дешевизна ме
тодики дозволяють вважати застосування системи RAPD-ПААГ досить перспек
тивним підходом у практиці наукових досліджень.

RAPD-аналіз зразків ДНК
За допомогою розробленої системи RAPD-ПААГ проведено порівняльний аналіз 

геномної ДНК батьківських інбредних ліній ГК26 і Мої7 з використанням 70 пооди
ноких праймерів, Розміри праймерів варіювали від 10 до 25 п.о. Не виявили відміннос
тей між батьківськими лініями 14 праймерів, 56 вказали на наявність відповідного фраг
мента у одного із батьків при відсутності його у іншого (домінування), 16 праймерів, 
крім того, показали наявність фрагментів у кожної батьківської лінії, але з різною мо
лекулярною вагою, при цьому гібрид успадковує обидва цих алелі (кодомінування). 
Варіанти кодомінування складають біля 5% від загального поліморфного стану вивче
них локусів. Відібрано 16 RAPD-праймерів, детектуючих гетерозиготний стан локусів 
гібридного генотипу. Для вияву зчеплення маркер-ознака у популяції, що розщеплюєть
ся, перевага віддається саме кодомінантному типу успадкування у зв’язку з більшою 
кількістю генотипових класів у F2 (їх буде 9, тоді як у випадку домінування тільки 4). 
Варіантів нетипової поведінки алелів не виявлено, кожний поліморфний фрагмент про
стежується у генотипі гібриду незалежно від типу успадкування.

Проведений аналіз дозволив відібрати 40 RAPD-праймерів, що детектують 
поліморфізм локусів у батьківських ліній.

Критеріями добору праймерів була здатність до детекції та відновлювальності 
поліморфних продуктів полімеразної ланцюгової реакції, успадкування яких пе
редбачається простежити у сегрегуючій популяції F2, що дозволить з’ясувати їх 
асоціативні зв’язки з господарськими ознаками.

Менделівський характер успадкування та високий рівень поліморфізму по
слідовностей ДНК свідчать про доцільність застосування запропонованого мето
дичного підходу для побудови деталізованої генетичної карти і відкривають у 
перспективі можливість прогнозуючої оцінки популяцій кукурудзи у селекції ге
нотипів на продуктивність.
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ОПТИМИЗАЦИЯ МЕТОДИКИ RAPD-АНАЛИЗА для детекции
ПОЛИМОРФИЗМА ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ ДНК У ЛИНИЙ КУКУРУЗЫ

Резюме
RAPD-праймеры были использованы для выявления полиморфных последовательно

стей ДНК у генотипов исходных форм сегрегирующей популяции кукурузы (ГК26хМо17). 
Предлагается улучшенная методика электрофоретического анализа продуктов произвольно 
праймированной полимеразной цепной реакции в полиакриламидном геле (система RAPD- 
ПААГ) с оптимальным соотношением: время разгонки — качество разрешения — сто
имость методики. Метод будет использован для экспресс-анализа популяции F2.

Ключевые слова: RAPD-анализ, полиморфизм ДНК, кодоминирование, ПААГ.
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OPTIMIZATION OF RAPD-ANALISIS FOR DETECTION 
OF POLIMORPHISM DNA SEQUENCE IN MAIZE LINES.
Summary
RAPD-primers have been used for detection of polymorphic sequences DNA in parental 

genotypes forms of the segregant maize population (ГК 26xMol7). The improved technique of 
the electrophoretic analysis of products RAPD-PCR in polyacrylamide gel (system RAPD-PA AG) 
with optimal ratio: time of conduction — quality of distinction — cost of the methods is proposed. 
Methods will be used for express-analysis of F2 population.

Key words: RAPD-analisis, polimorphism DNA, codomination, PAAG.
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